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論 文 内 容 要 旨
本研 究 において、生化学的お よび分子生物学的手法 を用いて、プロ ドラ ッグ活性化酵素 としての ピログ
ルタ ミルア ミノペ プチ ダーゼ1(PAP-1)の 特性解析 を行 った。
新規有機硝酸薬系狭心症治療薬、4(R)一N一(2-nitroxyethyl)一2-oxothiazolidine-4-carboxamide(RS-7897)は 、
L-2-oxothiazolidine-4-carboxylicacid(L-OTCA)と ニ トロ基 を有す る側鎖 であるア ミノエチルナイ トレー ト
(AEN)が ア ミ ド結合 した構 造 を持 ち、200有 余の化合物 を合成 した中で見出 された化合物 であ る。ニ ト
ログリセ リンな どの有機硝酸薬の持 つ問題点 の一つ は耐性発現 であ り、その機序の一つ として薬効本体 で
あるNitricoxideの 遊離 に必 要な細胞内 グルタチオ ンの枯渇が考 え られてい ることか ら、RS-7897は 、 シス
テイン前駆物 質 として知 られるL-OTCAを 付与 し、生体 内におけるシステインお よびグル タチオ ン供給 を
意図 したプロ ドラ ッグである。
期待 された ように、RS-7897はfηvfεroに お いてニ トログリセ リンな ど他 の有機硝 酸薬 と比べ て硝酸薬耐
性 を惹起 しなか った。実際 にRS-7897を 薬効評価動物で あるイヌに静脈 内投与す る と、血漿 中にL-OTCA
の生成が観察 され、RS-7897は ア ミ ド開裂反応 を受 ける ことが示 された。同時 にRS-7897か ら強力 な血管
拡張作 用 を有 するAENの 生成が観察 された。AENの 薬効 はRS-7897よ りも強か ったが、RS-7897の 薬効 は
AENよ りも持続的であ った。RS-7897を 静脈 内投与後 のAENの 消失半減期 はAEN自 身 を静脈内投与す る
、よ りも約2.5倍 長 く、薬効 の持 続パ ター ンに符合 した。RS-7897の 光学 異性体 は加水 分解反応 を受 けず 、
AENが 全 く生成 され ないため、イヌにおける薬効 はRS-7897よ りも6倍 以上弱か った。これ らの知見 か ら、
RS-7897の ア ミ ド開裂反応がその薬 効発現 お よび体 内動 態 に重 要な役 割 を担 うことが示 された。 すなわち
RS-7897加 水分解酵 素 は、持続 的なRS-7897か らのAENの 放 出お よび潜在的チ オール基 ドナ ーで あるL-
OTCAの 生成 を、同時に もた らす プロ ドラ ッグ活性化酵素 として機能す ることが明 らか となった。
イヌお よび ラッ ト組織 におけるRS-7897加 水分解活性 は、一般的 な加水分解酵素の存在部位 である ミク
ロソーム画分 ではな く、サ イ トソール画分 に局在 していた。 阻害試験 の結果 、チオール基 ブロック剤 で阻
害 され るシステイ ン含有酵素であ ることが判 明 したが、そ の酵素 を特 定するには至 らなか った。そ こで ラ
ッ ト肝 よ りRS-7897加 水分解酵素 の精製 を行 った。精製画分 にはSDS-PAGE上2本 の蛋 白バ ン ドを含 んだ
が 、活性 を有 す る と考 え られ た蛋 白バ ン ドの部分 ペ プチ ド情報 をデー タベ ース検索 す る こ とに よ り、
PAP-1がRS-7897加 水分解酵素であ る可能性 を見 出 した。PAP-1は ペプチ ドや蛋 白質のN末 端 に存在す るL一
ピログル タ ミル基 を認識 し、L一ピログル タミン酸(L-pGlu)を 加水分解 的に遊離 させ る酵素である。
ラ ッ トのPAP-1に 関 してはクローニ ング情報 が欠如 してい たため、その クローニ ングを初 めて行 った。
ラ ッ トPAP-1のcDNA情 報 か ら得 られたア ミノ酸配列 は、マ ウス お よび ヒ トPAP-1と90%以 上 の高い相 同
性 を示 した。 これ らPAP-1の ア ミノ酸配列 を、生化学的性質の最 も良 く調べ られているバ クテ リアPAPと
比較す ると、活性 中心 お よび活性部位 に存在 す る疎水 ポケ ッ トの構成 ア ミノ酸残基 も良 く保存 されてい る
こ とが判明 した。 これ らの知見か ら、 ラ ッ ト、マ ウスお よび ヒ トPAP-1は 構造 的 に高い類似性 を保存 して
いるこ とが示 された。 ラ ッ ト、マ ウスお よび ヒ トPAP-1をEscherfchfacolfに 単一蛋 白と して大量発現 させ
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た ところ、 これ らの蛋 白はRS-7897加 水分解 活性 を有 した ことか ら、PAP-1が 薬物代 謝酵素お よびRS-7897
の代謝活性化酵 素 と して機能す るこ とを初 めて証 明 した。PAP-1の 本 来の認識 部位 はL-pGlu基 であ るが、
RS-7897の 有す るL-OTCA基 は構1造的 にL-pGluに 類似 しているため に、PAP-1がRS-7897を 認識 しうる可
能性が考 え られ た。 リコンビナ ン トラ ッ トPAP-1を ウサ ギに感作 して作製 したポ リクローナル抗体 は、 ラ
ッ ト、 マ ウスあ るいは イヌ肝 サ イ トソール中のRS-7897加 水分解活性 を完全 に阻害 した ことか ら、PAP-1
はRS-7897の 加水分解 を担 う唯一の酵素 であることが示 された。
次 に免疫組織学的検討 を行い、PAP-1は 大脳 、小脳 お よび下垂体 で も細胞 質内に分布 する ことを確認 し
た。調 べた組織 の中では腎近位尿細 管お よび下垂体 のある細胞群 に特 異的に分布 し、何 らかの生理 学的お
よび病理学的 なPAP-1の 機能が存在す る ことが示唆 された。PAP-1活 性 は多 くのペ プチ ドの異化組織 であ
る腎 に高 く、肝、脳 お よび骨格筋 などの機能的性質の異 なる組織 にも広 く分布す ることか ら、PAP-1は ペ
プチ ドか らア ミノ酸への最終異化代謝 に関 して重要 な役割 を担 うと考 え られる。
続いてRS-7897お よびPAP-1の 代 表基質L-pGlup-nitroanilide(L-pGlu-pNA)を 用 いてPAP-1の 特性解析
を行 った。 リコンビナ ン トPAP-1の 生化学的性質 は、用いた基質 に因 らず ラ ッ ト肝 より精製 したPAP-1と
ほぼ一致 し、種差 は観察 されなかった。す なわ ちPAP-1は 分子 量約23kDaの 単量体で、セ リン酵素 阻害剤
や金属 キ レー ト剤 による影響 を受 けず、 システイン酵素阻害剤 に よ り強力 に阻害 され るチオール依存性酵
素であ り、至適pHは8～8.5で あった。 なおRS-7897に 対す る瓦 値 は0.41～0.58mM、L-pGlu-pNAに 対す
る瓦 値 は0.030～0.054mMで あ り、L-OTCA基 はL-pGlu基 に比べPAP-1へ の認識性が低い ことが示唆 され
た。
そこで、L-pGlu基 の化学構造 を変換 し、PAP-1の 基 質特異性 について検討 した。活性 はL-pGlu基 の2位
の立体 配位 や3位 お よび5位 の部分構造 を変換 する ことによ り消失 したが 、L-pG正u基 の4位 の炭素原子 を
硫黄原子(L-OTCA)、 酸素原子 あるいは窒素原子 に置換 して も、PAP-1へ の認識性は保 たれてお り、PAP-1
はL-pGlu基4位 の炭 素原子 の置換 に寛容 であるこ とを見出 した。ただ し、L-pGlu基 の4位 ヘ テロ原子置換
体 を有す る化合物 のPAP-1へ の認識性 は、L-pGlu基 を有 する化合物 よ りも低 下する傾 向にあった。L-
pGlu基 の4位 の炭 素原子 はPAP-1の 構造上疎水 ポケ ッ ト付 近 に位置す るこ とか ら、4位 ヘ テロ原子 置換体
は疎水 ポケ ッ トには入 り得 るが、4位 置換原子 の原子サ イズや性 質に よって、酵素へ の親和性 に影響する
ことが示唆 された。
L-OTCA基 はL-pGlu基 よ りも脂 溶性 が大 きいため、L-OTCA基 を含む プロ ドラ ッグは吸収性 お よび細胞
膜透過[生の面では優 れてい ると考 え られる。実際RS-7897の 吸収率 は80%以 上であ った。 また、 どの動物
種 において もL-OTCA基 を有 する化合物 の方がL-pGlu基 を有 する化 合物 に比べ てPAP-1に よる加水分解 は
遅 く、固有 クリアラ ンスは低 かった。 さらにL-OTCA基 を有 す る化合物 のPAP-1に 対す るK詔 直は0.1mM
以上 と高 く、加水分解活性 は飽和 しに くい もの と考 え られた。 これ らの傾向はL-OTCA基 と結合す る側鎖
の構1造を換 えて も維持 され、側鎖 に対 す るPAP-1の 基質特異i生は広か った。 なおL-OTCA自 身 ヒ トに高用
量投与 されてお り、非常 に安全 な化合物である ことも証明 されてい る。 この ようにL-OTCAを 脱 離基 とし
て用 いたプロ ドラッグは、良好 な吸収性 を持 ち、全身循環 に移行 した後 にPAP-1に よって徐 々に活性代謝
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物 を放 出で きる可能性が示唆 された。 この着想 は、今回示 したAENな どのア ミノ基 を有 す る低分子水溶
性化合 物、種 々のペ プチ ド系化合物や抗癩痛薬L-Dopaな どのア ミノ酸系薬物 の プロ ドラッグ化 の手段 と
して適用で きる可能性が ある。
以上 、本論文 では、従来薬物の代 謝 に関与 す ることが知 られていなか ったPAP-1が 、薬物代謝酵素 お よ
びプロ ドラ ッグ代謝活性化酵素 として1ηvfvoに お いて機能す ることを証明 した。PAP-1は 本 来の認識部位
であるL-pGlu基 以外 にL-OTCA基 を認識する ことを明 らか に した。 またプロ ドラ ッグ用修飾基 として、L-
OTdAが 応用 で きる可能性 を示 した。
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審 査 結 果 の 要 旨
本研 究は、 プロ ドラ ッグ活性化酵素 としての ピログルタ ミルア ミノペ プチ ダーゼ1(PAP-1)の 特性 を解
析 した ものである。新規狭心症治療薬 、4(R)一N一(2-nitroxyethyl)一2-oxothiazolidine-4-carboxamide(RS-7897)
は、L-2-oxothiazolidine.4.carboxylicacid(L-OTCA)と ニ トロ基 を有す るア ミノエチルナイ トレー ト(AEN)
がア ミ ド結合 した構i造を持 ち、 システイ ン前駆物質のL-OTCAを 付 与 して耐性発現 の原 因とされ るグル タ
チオ ンの枯渇 を防止す ることを意 図 したプロ ドラッグである。期待 された ように、イヌに静脈内投与す る
と、血漿 中にL-OTCAの 生成が観 察 され、RS-7897は ア ミ ド開裂 反応 を受 け ることが示 された。 これ らの
知見か ら、RS-7897の ア ミド開裂反応がその薬効発現お よび体 内動態 に重要 な役割 を担 うこ とが示 された。
す なわちRS-7897加 水分解酵素 は、AENの 放 出お よび潜在 的チオール基 ドナーであ るL-OTCAの 生成 を、
同時 に もた らすプロ ドラ ッグ活性化酵素 として機 能するこ とが明 らか となった。RS-7897加 水分解活性 は、
一般的 な加水分解酵素 の存在部位 である ミクロソーム画分で はな く
、サ イ トソール画分 に局在 していた。
そこで ラ ッ ト肝 よ りRS-7897加 水分 解酵素の精製 を行 った。活性 を有す ると考 えられた蛋 白バ ン ドの部分
ペ プチ ド情報 をデー タベース検索す る ことによ り、PAP-1がRS-7897加 水分解酵素 である可能性 を見 出 し
た。 さ らにクローニ ングを行 い、 ラッ ト、マウスお よび ヒ トPAP-1は 構造 的 に高い類似性 を保持 している
こ とを示 した。 ラ ッ ト、マ ウスお よびヒ トPAP-1をE5c加rfoカ1aoolfに 単一蛋 白 として大量発現 させ た とこ
ろ、 これ らの蛋 白はRS-7897加 水分解活性 を有 した こ とか ら、PAP-1が 薬物代謝酵素 お よびRS-7897の 代
謝活性化酵 素 として機能す ることを初 めて証 明 した。以上、本論文 では、従来薬物の代 謝 に関与 するこ と
が知 られていなか ったPAP-1が 、薬物代謝酵素お よびプ ロ ドラ ッグ代謝活性化酵素 として1ηv/yoに おいて
機 能する ことを証 明 した。PAP-1は 本 来の認識部位 であるL-pGlu基 以外 にL-OTCA基 を認識す るこ とも明
らかに した。 また プロ ドラッグ用修飾基 として、L-OTCAが 応用 で きる可能性 を示 した。
したがって本研 究 は博士論文 に十分 に値 する と判 断 した。
一138一
